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摘要 :【 目的] 克隆 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 的 组 织 蛋白 酶 LI(cathepsin L, CatL) X& B], Z4 
该 基因 的 序列 特征 并 制备 该 酶 多 克隆 抗体 ,为 探析 其 生理 功能 英 定 基础 。【 方 法 根据 甜菜 夜 蛾 
Spodoptera exigua 的 组 织 蛋 和 白 酶 上 基因 开放 阅读 框 (ORF) 序 列 两 端 直 接 设 计 引 物 克 隆 草地 贪 夜 蛾 
组 织 蛋 白 酶 L 基因 。 利 用 生物 信息 学 软件 分 析 该 基因 的 序列 特征 ,利用 ClustalX2 软件 进行 同 源 比 


对 和 进化 分 析 , 利 用 同 源 建 模 预测 该 酶 三 维 结构 。 


制备 该 酶 多 克隆 抗体 。【 结 


基 酸 序列 与 其 他 13 个 物种 


核 表 达 、 纯 化 SfCatL 蛋白 制 


分 析 了 其 特征 ,经 原核 表达 


通过 原核 表达 重组 蛋白 ,多 次 免疫 新 西 兰 大 白 免 


果 】 克 隆 获 得 了 草地 贪 夜 蛾 的 组 织 蛋 和 白 酶 二 基因 SfCatL (GenBank 登录 
号 : HQ110065) , ORF 序列 长 1 035 bp ,编码 344 个 和 氨基酸, 预测 N- 末 端 含有 长 度 为 16 NARRA 
基 的 信号 肽 序列 ,去 除 信 号 肽 序列 后 ,预测 成 熟 蛋 和 白 分 子 量 为 36.8 kD, 等 电 点 为 6.69。SfCatL A 
的 组 织 蛋白 酶 工 和 氨基 酸 序列 比较 有 53.7% ~96.8% 的 一 致 性 ,与 甜菜 
夜 蛾 组 织 蛋 白 酶 二 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达 96.8% 。 同 源 建 模 预测 表明 ,SfCatL 折 有 成 紧密 而 
稳定 的 元 宝 状 结构 , 含 3 个 对 结构 有 稳定 作用 的 二 硫 键 , 亲 水 性 和 氨基酸 主要 和 包 被 在 蛋白 的 表面 。 原 
备 抗 血清 ,其 效 价 超过 1:40 000, Western blot 鉴定 结果 表明 抗 血清 与 草 
TAIR SO 细胞 SfCatL 蛋白 能 够 特异 性 结合 。【 结 论 】 获 得 了 草地 贪 夜 蛾 SfCatL 完整 ORF 序列 ， 
\ 纯 化 获得 高 纯度 的 融合 蛋白 ,成 功 获得 多 克隆 抗体 。 本 研究 为 进一步 
研究 该 基因 的 功能 并 开发 组 织 蛋 白 酶 抑制 剂 类 杀 忠 剂 提供 理论 依据 。 
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Abstract: [ ^im] The objective of this study is to clone cathepsin L gene from Sf9 cells of Spodoptera 


frugiperda, to analyze its sequence features and to obtain the polyclonal antibody, so as to provide a 


theoretical basis for further studying the function of the gene in this insect. [ Methods] Cathepsin L gene 


was cloned directly by using the specific primers which were designed based on the open reading frame 
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(ORF) sequence of cathepsin L gene of S. exigua. The sequence characteristics of this gene were 
analyzed by using bioinformatics, and the deduced amino acid sequences of the gene were aligned using 
the ClustalX2 program. The three-dimensional structure of cathepsin L was modeled by homology 
modeling method. Finally, the anti-rabbit polyclonal antibody was produced by immunizing rabbit based 
on the prokaryotic expression of the gene. [Results] A cathepsin L gene named SfCatL ( GenBank 
accession no. : HQ110065) was cloned from Sf9 cells of S. frugiperda, with the ORF of 1 035 bp in 
length, encoding 344 amino acids with the predicted N-terminal hydrophobic region of 16 amino acid 
residues displaying the characteristic features of a signal peptide. The predicted molecular weight (MW) 
and isoelectric point ( pl) of SfCatL without signal peptide are 36. 8 kD and 6. 69, respectively. SfCatL 
has 53.7% -96.8% amino acid sequence identity with the cathepsin L proteins from other 13 species, 
showing the highest amino acid sequence identity (96. 8% ) with the cathepsin L protein from S. exigua. 
The three-dimensional structure of SfCatL showed that SfCatL folds into a shape of fortune cookie and 
contains three disulfide bonds, which are responsible for the stability of the structure. Hydrophilic amino 
acids are mainly coated on the surface of protein. After prokaryotic expression, the SfCatL protein was 
purified to produce the antiserum of SfCatL, whose titer reached 1: 40 000 by ELISA assay. Western blot 
assay indicated that the antiserum could specifically bind with the SfCatL protein from Sf9 cells. 
[ Conclusion] The complete ORF of SfCatL was cloned, and its sequence features were analyzed. The 
SfCatL recombinant protein was prepared and purified, and finally the polyclonal antibody was acquired. 


This study provides a theoretical basis for further study of the gene function and the development of 


cathepsin inhibitor insecticides. 
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组 织 蛋 白 酶 cathepsins 是 溶 酶 体重 要 的 水 解 酶 

类 ,包括 若干 亚 家 族 , 如 L, B, H, 0, S, T, K,V 和 
F: (http: // www. expasy. ch/enzyme/enzyme- 
byclass. html) ,其 以 酶 原形 式 被 合成 后 ,在 内 体 或 溶 
酶 体 的 酸性 环境 中 经 蛋白 水 解 而 加 工 为 活化 的 成 熟 
酶 (Nishimura et al., 1998) ,参与 蛋白 质 的 降解 ,为 
机 体 提供 可 循环 利用 的 氨基 酸 原 料 , 并 在 各 种 生理 
和 病理 过 程 中 发 挥 重 要 的 作用 ( 罗 梅 等 , 2012). Eo 
虫 组 和 蛋白酶 通过 其 蛋白 降解 活性 和 维持 正常 的 细胞 
程序 性 死亡 ( programmed cell death, PCD) , 即 细胞 
Ja Tz ,在 昆虫 生长 发 育 和 代谢 过 程 中 起 着 非常 重要 
的 作用 。 在 外 源 营养 缺乏 的 条 件 下 ,昆虫 发 育 的 胚 
台 必须 从 卵 储 存 物 中 获取 所 需 的 营养 ,组 织 和 蛋白 酶 ， 

尤其 是 组 织 和 蛋白 酶 L( cathepsin L, CatL) 作为 重要 
的 消化 和 蛋白酶 (Cristofoletti et al., 2003) ,在 这 一 过 
程 中 通过 分 解 氨基 酸 组 分 高 度 丰 富 的 卵黄 蛋白 提供 
营养 物质 , 从 而 参与 胚胎 发 生 过 程 (Zhao et al., 
2005; 罗 梅 等 , 2012 ) 。 许 多 研究 证 实 CatL 参与 了 
昆虫 胚 前 期 卵子 发 生 以 及 卵子 发 生 过 程 中 某 些 卵子 
细胞 的 退化 ,如 玉米 象 Sitophilus zeamais 体内 CatL 
同 源 基因 大 量 分 布 于 卵 母 细 胞 和 滋养 细胞 中 ,表明 
玉米 象 体 内 CaL 参与 了 卵子 的 成 熟 过 程 































































































( Matsumoto et al., 1997) 。 淡 色 库 蚊 Culex pipiens 
pallens 产 卵 前 的 卵子 细胞 解体 过 程 中 ,也 出 现 CatL 
的 活化 (Uchida et al., 2001) 。 卵 子 退 化 是 一 种 细胞 
凋 亡 ( Uchida et al., 2004) ,因此 说 明 CatL 等 组 织 蛋 
白 酶 参与 了 卵子 细胞 的 凋 亡 。 

昆虫 变态 发 育 是 一 个 存在 大 量 组 织 降解 与 重建 
的 关键 发 育 过 程 。 此 期 间 , 组 织 和 蛋白 酶 参与 了 幼虫 
组 织 的 逐步 分 解 ,使 成 虫 组 织 从 成 虫 盘 中 重新 发 育 
分 化 形成 。 在 麻 蝇 Sarcophaga 由 幼虫 到 晴 的 变态 过 
程 中 ,发 现 组 织 蛋 白 酶 B 同 源 物 参 与 了 脂肪 体 的 解 
体 ( Kurata et al.，1992 ) 。 地 中 海 实 晶 Ceratitia 
capitat 幼虫 变态 过 程 中 同样 发 现 组 织 蛋 白 酶 early 
meatmorphosis aspartyl proteinase ( EMAP ) 参与 脂肪 
体 组 织 解 体 的 现象 ,而 且 此 过 程 中 EMAP 介 导 了 脂 
肪 体 细胞 的 凋 亡 从 而 导致 了 脂肪 体 的 解体 ( Rabossi 
et al., 2004 )。 这 类 过 程 中 CatL 也 表现 得 极其 活 
IRK, Z Bombyx mori 的 丝 腺 变态 发 育 中 发 生 组 织 
解体 ,CatL 参与 了 这 种 变态 过 程 的 细胞 凋 亡 (Shiba 
et al., 2001) 。 王 政 等 (2015 ) 研究 也 发 现 草地 贪 夜 
IR Spodoptera exigua 2H 2R 3E A HE L( SfCatL ) 4E Ep gg 
素 诱导 的 S9 细胞 凋 亡 中 起 到 重要 促进 作用 , 进 一 
步 证 实 CaL 与 昆虫 细胞 凋 亡 密切 相关 (Wang et al., 





















































412 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 61 3$ 





2015), 。 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera CatL 还 参与 其 
幼虫 的 晓 皮 和 变态 发 育 过 程 的 脂肪 体 解 离 ,而 且 用 
组 织 蛋 白 酶 志 抑 制剂 CUK148 和 E64d 注射 人 棉铃 
虫 体内 ,导致 5 -6 龄 幼虫 赔 皮 和 发 育 延 迟 ( 刘 建 ， 
2006) 。 可 见 , 以 抑制 剂 抑制 组 织 蛋 白 酶 活性 ,会 干 
扰 昆 虫 正 常 发 育 ,达到 防治 害虫 的 目的 ,组 织 和 蛋白酶 
可 能 成 为 害虫 防治 的 重要 靶 标 蛋白 ,尤其 是 CatL 在 
昆虫 体内 含量 丰富 ,功能 多 样 , 已 在 多 种 昆虫 中 被 研 
F ETERA A MAA FA HAERA H S, HRA 
序列 被 克隆 和 深入 分 析 , 如 棉 蚜 Aphis gossypii 
( Deraison et al., 2004) ,长 虹 猿 晴 Rhodnius prolixus 
( Lopez-Ordofiez et al., 2010) ,棉铃 虫 (Wang et al., 
2010) ,ZC f (FEE, 2015) 等 ,这 些 研究 为 进一步 
探索 CatL 的 功能 奠定 基础 。 综 上 所 述 ,CatL 作为 昆 
虫 生 长 发 育 过 程 的 重要 酶 类 ,干扰 或 抑制 CatL 活 
性 ,会 导致 昆虫 发 育 过 程 中 正常 的 细胞 凋 亡 或 正常 
赔 皮 以 及 营养 供应 发 生 异 常 ,从 而 抑制 昆虫 的 生长 
发 育 ,达到 害虫 防治 的 目的 ,因此 CatL 可 成 为 农业 
害虫 防治 的 靶 标 。 因 此 ,研究 各 种 农业 害虫 的 组 和 蛋 
白 酶 基因 及 其 相关 功能 ,对 新 农药 开发 有 重要 理论 
指导 意义 。 本 研究 拟 以 草地 贪 夜 蛾 卵 梨 离 体 细胞 系 
Sf9 为 材料 ,克隆 其 CatL 基因 并 进行 序列 分 析 ,研究 
其 原核 表达 特性 和 制备 特异 性 抗体 ,以 期 为 深入 研 
究 该 基因 的 功能 ,开发 组 织 蛋 白 酶 抑制 剂 类 杀 虫 剂 
等 提供 理论 依据 。 



























































1 材料 与 方法 


1.1 细胞 系 及 主要 试剂 .仪器 和 软件 

草地 贪 夜 娥 S. frugiperda SO 细胞 系 由 中 山大 
学 生命 科学 学 院 生 物 防治 重点 实验 室 惠 赠 ,本 实验 
室 传代 培养 和 保存 。 

基因 工程 菌 大 肠 杆 菌 Escherichia coli transl-T1 
感受 态 细胞 和 pEASY-TI 克隆 载体 购 自 北京 全 式 金 
生物 技术 有 限 公司 ;ExTaqd DNA 聚合 酶 (10 UApL)、 
dNTPs( each 10 mmol/L) I5 Ej Zg 2 ^E Vj zx i] ; E 
DNA 回收 试剂 盒 、 质 粒 抽 提 试剂 盒 、 基 因 组 DNA 小 
样 抽 提 试剂 盒 、MD 底 物 显示 试剂 盒 购 上 自 天 根 生化 
科技 有 限 公 司 ; AMV 反 转 录 酶 (10 UApL)、 限 制 性 
内 切 酶 BamH I, Not I, Sal I Fi Nde [以 及 T4 
DNA 连接 酶 购 自 TaKaRa 公司 ;RNA 提取 试剂 Trizol 
购 自 Invitrogen 公司 ; Ni-NAT agarose 购 自 Promega 
公司 ;和 蛋白质 浓缩 管 (1 kD ) 购 自 Millipore 公司 ;96 
孔 酶 标 板 购 自 Corning 公司 ;蛋白 透析 袋 、 辣 根 酶 标 

















记 山 羊 抗 小 鼠 IgG, TMB 显 色 液 OCT 包 埋 剂 和 
ELESA 试剂 盒 购 自 北 京 易 国 昌盛 生物 技术 责任 有 
限 公司 ;引物 合成 和 测序 均 由 上 海 英 双 生物 技术 有 
限 公 司 和 北京 华 大 基因 研究 院 完成 。 其 他 和 常规 试剂 
采用 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 

主要 仪器 及 分 析 软 件 :RC2C 高 速 低温 离心 机 
(Sorval 公司 );DU-640 核酸 蛋白 检测 仪 (Beckman 
公司 ) ; PCR 4X ( Bio-Rad 公司 ) ; Power Pac1000 电泳 
仪 (Bio-Rad 公司 ) ; Tanon-4200 凝 胶 成 像 系统 ( 上海 
天 能 科技 有 限 公司 ) ; Discovery Studio 2. 1 分 析 软 件 
购 自 创 苹 科技 有 限 公 司 。 
1.2 PCR 引物 的 设计 与 合成 

根据 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 (NCBI) 公布 
的 棉铃 虫 、 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta 和 甜菜 夜 蛾 3 
种 夜 蛾 科 昆 虫 组 织 蛋 白 酶 二 基因 cDNA 序列 ,借助 
NCBI 的 BLAST 程序 以 及 DNAStar 软件 PrimerSelect 
程序 进行 辅助 分 析 ,发 现 三 者 的 ORF 序列 保守 性 很 
强 , 同 源 性 在 90% 以 上 。 同 时 ,前 人 研究 表明 用 棉 
铃 虫 组 织 蛋 白 酶 B 基因 ORF 序列 两 端 直接 设计 引 
物 能 够 克隆 出 同属 夜 蛾 属 的 烟 夜 饿 组 织 和 蛋白酶 B 
基因 ORF 序列 ( 赵 艳 艳 等 , 2008) 。 本 研究 SO 细胞 
源 于 草地 贪 夜 蛾 ,而 草地 贪 夜 蛾 与 甜菜 夜 蛾 同属 灰 
却 夜 蛾 属 , 所 以 本 研究 基于 甜 全 夜 蛾 组 织 和 蛋白 酶 L 
基因 ORF 序列 两 端 设计 引物 : SexiCL PI; 5'- 
ATGAAGGGCGTAGCGGTTCTG-3' ( 正 向 引物 ) ; SexiCL 
P2; 5'-CTACACGAGGGGGTAGGAGGC-3' ( Js [8]55 |] ) 。 
1.3 总 RNA A DNA 的 提取 

SO 细胞 总 RNA 和 基因 组 DNA 的 提取 均 参 照 
对 应 的 试剂 盒 说 明和 步骤 进行 。 
1.4 cDNA 合成 

根据 TaKaRa 公司 AMV 反 转 录 酶 使 用 说 明 ,在 
PCR 管 中 加 入 1.3 节 提 取 总 RNA 3 pL, Oligo( dT) 
20 (50 pmol/L) 1 uL, dNTPs (each 10 mmol/L) 
1 uL, RNase free H,0, 补 加 到 10 uL, F PCR fX 
H 6570 保持 5 min, 取出 于 冰 上 和 急 冷 3 min, FHE 
PCR 管 中 加 入 5 x Reverse Transcriptase Buffer 4 uL, 
RNase inhibitor (40 U/uL) 0. 5 pL, PrimeScript"" 
RTase (10 U/uL) 1 pL, RNase free H,O 补 加 到 
20 uL, EF PCR 仪 中 42% 保持 60 min, 70*C 保持 
15 min 3R [8] 4^C 停止 ,完成 后 直接 用 于 PCR. 扩 增 或 
-20C 保存 。 
1.5 草地 贪 夜 蛾 组 织 蛋 白 酶 L 基因 ORF 序列 的 
克隆 与 分 析 

以 1.4 RIRA LS] cDNA. 为 模板 ,利用 所 
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设计 的 引物 SexiCLP1 和 SexiCLP2 进行 PCR 扩 增 ， 
反应 体系 (25 pL): cDNA 模板 1 uL; ExTaq DNA 
聚合 酶 0.5 uL; 10 x ExTaq Buffer 2. 5L; dNTPs 
(10 mmol/L) 2.5 uL; ER [8] 5| 4] (10 pmol/L) 各 
0.5 uL; ddH,O 4h28 25 pL。 反 应 条 件 : 95% 预 变 
性 5 min; 95% 变性 1 min, 60% 退火 1 min, 72% 延 
伸 1 min, 35 个 循环 ;最 后 72Y 延伸 10 min。 琼 脂 
WEE ok Ar PCR 产物 ,出 现 一 条 1 000 bp 左右 
的 条 带 ,DNA 回收 试剂 盒 纯 化 PCR 产物 , 送 上 海 英 
俊生 物 技术 有 限 公 司 进行 序列 测定 ,测定 结果 用 
NCBI 的 BLAST 程序 与 甜菜 夜 蛾 的 组 织 蛋 白 酶 工 基 
因 序 列 进行 比 对 分 析 , 确定 目的 基因 片段 序列 。 将 
所 获 的 PCR 产物 切 胶 回收 克隆 到 pPEASY-T1 克隆 载 
体 上 构建 SfCatL-pEASY-T1 重组 质粒 ,将 重组 质粒 
转化 到 trans1-T1 , 挑 取 阳 性 克隆 先进 行 菌落 PCR 鉴 
定 ,再 提取 质粒 进行 PCR, 鉴定 均 能 够 扩 增 出 
1 000 bp 左右 条 带 的 为 含有 重组 质粒 的 真 阳性 克 
隆 。 把 阳性 克隆 菌 液 送 测序 ,测序 结果 用 NCBI 的 
BLAST 程序 和 DNAStar 软件 比 对 分 析 ,获得 到 目的 
基因 ORF 全 长 序列 。 对 所 测定 的 序列 进行 整理 , 采 
用 NCBI 的 BLAST 程序 ,SignalP 3.0,ClustalX2 等 生 
物 信 息 学 软件 对 目的 基因 ORF 序列 进行 分 析 , 采 用 
DNAStar 构建 进化 树 。 
1.6 同 源 模 建 草 地 贪 夜 蛾 组 织 蛋白 酶 工 三 维 结构 
(1) SfCatL 模板 蛋白 的 确定 :采用 有 蛋白质 多 序 
列 比 对 程序 BLAST X} THe A RIRH R E A E L A 
基 酸 序列 在 PDB 蛋白 结构 数据 库 中 进行 序列 相似 
性 搜索 ,与 模板 蛋白 相似 性 达到 30% 以 上 可 确定 为 
同 源 蛋 白 ,用 于 三 维 结构 的 建 模 。(2) 序 列 联 配 : 采 
用 Discovery Studio/Homology 中 的 ClustalW 程序 对 
目的 蛋白 与 模板 蛋白 序列 进行 比 对 ,然后 根据 晶体 
结构 知识 手动 调整 序列 联 配 结构 ,以 确定 模 建 蛋白 
的 结构 保守 区 (structural conserved regions, SCRs) 
和 Loop 区 ,尽量 避免 在 二 级 保护 区 引入 Gapo (3) 
蛋白 质 三 维 结构 的 模 建 和 动力 学 优化 :在 序列 比 对 
基础 上 ,利用 Discovery Studio 软件 中 的 Homology 模 
块 中 的 Modeler 程序 构建 目的 蛋白 三 维 结构 。 每 次 
Modeler 计算 构建 10 个 模型 。 模 建 后 对 各 模型 以 
PDF total energy 进行 排序 ,选取 能 量 最 低 的 构象 作 
为 目的 蛋白 的 初始 三 维 结构 。 为 了 获得 蛋白 更 接近 
其 在 溶液 环境 中 的 构象 ,利用 Discovery Studio 软件 
包 的 Standard Dynamics Cascade 程序 对 目的 蛋白 的 
初始 三 维 结构 模型 进行 分 子 力 学 和 分 子 动力 学 优 
化 ,以 获得 蛋白 更 接近 其 在 溶液 环境 的 构象 。 







































































1.7 草地 贪 夜 蛾 组 织 蛋白 酶 工 基因 编码 区 内 含 子 
的 确定 

为 了 明确 目的 基因 编码 区 内 是 否 存 在 内 含 子 ， 
根据 已 获得 的 目的 基因 ORF cDNA 序列 两 端 设计 对 
应 的 特异 性 引物 , 正 向 引物 SCLP1: 5" 
ATGAAGGGCGTAGCGGTTCTG-3' 和 反 向 引物 
SCLP2; 5'-CTACACGAGGGGGTAGGAGGC-3 ,以 Sg 
细胞 基因 组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,反应 体系 
和 反应 条 件 与 1.5 节 一 致 。PCR 条 带 与 基因 克隆 过 
程 的 PCR 产物 电泳 检测 结果 比较 ,如 结果 一 致 ,将 
PCR 产物 送 测序 ,DNAStar 软件 比 对 分 析 , 如 扩 增 产 
物 序 列 与 对 应 目的 基因 ORF 序列 一 致 ,表明 目的 基 
因 编码 区 没有 内 含 子 。 
1.8 草地 贪 夜 蛾 组 织 蛋白 酶 工 基因 的 原核 表达 

在 目的 基因 ORF 的 成 熟 肽 序列 的 N 和 两 端 
设计 一 对 特异 性 引物 ,上游 引物 5' 端 含有 Nde I 酶 
切 位 点 及 保护 碱 基 ,下 游 引物 5' 端 售 Sal 工 酶 切 位 点 
及 保护 碱 基 , SCL-S: 5'-gtacatatgATGTCCCTGCTC- 
GACCTCGTCCGG-3'; SCL-A: 5'-gtagicgac CTACAC- 
GAGGGGGTAGGAGGC-3', DL 1.4 节 合 成 的 SO 细 
胞 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 (反应 体系 和 条 件 与 
1.5 节 一 致 ) ,目的 片段 经 Nde 1 和 Sal 1008887] , 4] 
胶 回 收 后 ,插入 到 同样 经 We I 和 Sal T 双 酶 切 
pET28a 载体 ,构建 重组 表达 质粒 并 转化 感受 态 细胞 
BI21 (DE3) 后 ,筛选 阳性 重组 子 ,提取 质粒 进行 酶 
切 鉴定 ,正确 的 重组 质粒 命名 为 pET28a-SfCaLL , 3 
至 华 大 基因 进行 测序 。 将 阳性 克隆 在 LB/Amp 培养 
基 中 于 37% 培养 至 0Dow 为 0.6~1.0 时 ,加 入 IPTG 
至 1 mmol/L 进行 诱导 表达 。 抽 提 菌 体 蛋 白 后 ,用 
15% SDS-PAGE 电泳 检测 。 蛋 白 纯化 采用 QIAGEN 
的 Ni-NTA 纯化 试剂 盒 进 行 纯化 。 
1.9 草地 贪 夜 蛾 组 织 蛋白 酶 工 原核 表达 蛋白 的 可 
溶性 分 析 

从 平板 上 挑 取 转 化 了 阳性 重组 pET28a( + )- 
SfCaiL 的 BL21( DE3) 单 菌落 ,分 别 接 种 到 5 mL LB 
培养 基 中 ,37%C 200 r/min, 过 夜 培 养 。 次 日 以 
1: 100(vAv) 将 过 夜 菌 接种 到 3 瓶 (10 mL/ 瓶 ) LB 培 
养 基 中 ,37%C 200 r/min, 培 养 至 Au 20.8 时 (的 
2h), 做 3 种 处 理 ( 不 加 IPTG 诱导 ,加 入 终 浓度 
0.2 mmol/L IPTG, 加 入 终 浓 度 0. 6 mmol/L IPTG), 
之 后 置 于 28%C 170 r/min ,培养 4h。 同 时 接种 空 质 
Ti pET-28a( + ) 转 化 的 菌株 ,不 做 诱导 ,作为 阴性 
对 照 。 

将 诱导 表达 的 10 mL 菌 液 ,4 000 r/min 离心 
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15 min 收 集 沉 淀 。 微 量 量 取 450 uL Buster, 50 uL 
Tris-HCl ( pH 8.0) 和 10 uL Lysozme ,均匀 混合 后 取 
200 pL 加 入 到 收集 的 StcatL 重组 菌 体 沉淀 中 , 重 悬 
菌 体 , 在 脱色 摇 床 上 缓慢 摇动 15 min 裂解 菌 体 , 取 
5 kL 破碎 后 的 菌 液 加 入 到 50 uL Brardford 中 ,根据 
蓝 色 深 浅 , 快 速 目测 菌 体 破碎 效率 ,之 后 加 入 2 pL 
DNase( 终 浓度 为 10 ug/uL), 1 pL1 mol/L MgCl, 
绥 慢 摇动 3 min 消化 DNA, 14 000 r/min 离心 
10 min, 分 别 收集 上 清和 沉淀 ,沉淀 用 200 uL 超 纯 
KERM, KA 10 pL 上 清 及 沉淀 溶液 进行 
SDS-PAGE 进行 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 ,脱色 
液体 脱色 ,观察 蛋白 胶 分 析 重 组 表达 蛋白 可 溶性 。 
1.10 抗原 的 制备 

(1)SfCatL 重组 菌 体 培养 :从 转化 的 平板 上 挑 
取 单 阔 落 接种 到 10 mL LB 培养 基 中 ,37% 培养 
16 h, 次 日 以 1:100(vAv) 转 接 到 1 000 mL LB rp, 
37% 培养 到 Aco =0.6 时 加 入 终 浓 度 为 0.2 mmol/L 
IPTG, 28% 培养 16 h。(2) 细 胞 破碎 :4 000 r/min 
离心 20 min ,收集 诱导 后 的 菌 体 ,用 20 mL 菌 体重 悬 
液 (pH 7.0, 0. 05 mol/L PBS, 1 mmol/L EDTA, 
0. 05 mol/L NaCl) AHR, 7596 强度 工作 10 s , [8] 
隔 5 s, 90 s 破碎 细菌 ,细胞 匀 浆 用 Bradford 检测 破 
碎 效 率 , 50 uL Bradford 加 入 5 kL 4J% , Bradford 从 
棕 褐 色 变 为 亮 蓝 色 说 明 菌 体 破碎 彻底 。(3 ) 电 洗 脱 
纯化 SfcatL 蛋白 :收集 到 的 细胞 匀 浆 加 入 2 x EFE 
缓冲 液 ,进行 SDS-PAGE 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 染色 30 
min, 250 mmol/L KO 脱色 去 掉 背 景 ,将 目标 蛋白 条 
带 切 制 下 来 放置 在 10 kD 透析 袋 中 , 放 人 电 洗 脱 组 
冲 液 洗 脱 至 和 蛋白 胶 从 蓝 色 变 为 白色 为 止 。 取 出 透析 
袋 中 的 溶液 ,按照 1: 10 体积 比 加 入 预 冷 的 丙酮 ,于 
-20C 沉 淀 2 h, 在 于 4% 14 000 r/min, 离心 30 
min ,收集 到 的 沉淀 即 为 目标 蛋白 。(4) 和 蛋白 浓度 测 
定 。 收 集 到 的 蛋白 洗 脱 液 ,用 Bradford 试剂 盒 测 定 
蛋白 质 浓度 。 
1.11 抗 血清 制备 与 检测 

把 制备 好 的 目的 蛋白 浓缩 成 0.5 mg/mL 作为 
新 西 兰 免 免疫 抗原 。 从 新 西 兰 兔 耳 根 取 血 制备 阴性 
血清 ,然后 将 100 pg 抗原 / 免 游 人 1 mL 磷酸 缓冲 溶 
液 ,在 1 mL 福 氏 不 完全 佐 剂 中 加 入 分 枝 杆菌 制 成 完 
全 佐 剂 ,并 加 入 1 mL 抗原 溶液 ,剧烈 震荡 使 之 充分 
乳化 。 准 备 两 只 成 年 新 西 兰 大 白 免 ,在 4 个 不 同 部 
位 分 别 各 注射 约 500 kL 抗原 溶液 ,间隔 4~6 周 注 
射 抗原 ,并 在 注射 后 的 7-10 d 收集 血液 ,与 注射 前 
收集 的 血液 进行 比较 ,检查 是 否 产 生 抗 体 。 待 确定 





































































































产生 抗体 后 准备 大 量 收集 血液 。 将 收集 的 血液 于 
37% 恒温 箱 中 放置 30 min ,再 在 4% 放置 过 夜 。 用 
药 铲 将 血 凝 块 从 管 壁 上 拨 落 ,将 血液 转移 至 塑料 离 
心 管 中 ,4%C 14 000 r/min 离心 10 min ,收集 上 清 液 
即 为 抗 血清 , - 207€ 保存 。 
1.12 酶 联 免疫 吸附 法 (ELISA ) 测定 多 克隆 抗体 
效 价 

以 10 ng/mL 的 人 IgG 包 被 ELISA 板 各 孔 ,洗涤 
后 每 孔 内 加 入 酶 标 抗 人 IgG 抗体 ,保温 后 洗涤 ,加 底 
物 显 色 ,终止 酶 反应 后 , 测 每 孔 吸 光度 。 控 制 反应 条 
件 , 使 各 孔 读 数 在 吸光 度 0.8 左右 , 且 单 孔 读 数 与 平 
均值 的 偏差 小 于 10% ,确定 ELISA 板 的 性 能 。 目 的 
蛋白 (0.5 mg/mL) Hj 50 mmol/L PRIR Ek Æ upi (pH 
9.0) 分 别 以 1:250, 1: 500 和 1:1 000 稀释 后 , 包 被 
于 96 孔 酶 标 板 ,每 孔 上 样 量 为 100 pL, 放 和 置 于 4%C 
冰箱 包 被 过 夜 。PBST 洗涤 3 次 ,5 min/ 次 。 每 孔 加 
入 50 ~100 uL & 1% BSA 的 PBS 缓冲 液 ,室温 放置 
2 ~3 h, PBST 洗涤 3 次 。 将 SfCatL 抗 血清 (一 抗 ) 进 
行 系列 稀释 ,从 1:1 000 ~1:320 000 设 定 了 7 个 稀 
释 梯度 (2 倍 递增 ) ,每 个 梯度 设 定 2 个 重复 ,上 述 酶 
标 板 上 每 孔 加 入 100 pL 对 应 的 稀释 血清 ,37% WS 
育 1h,PBST 洗 涤 3 次 后 ,加 入 HRP 酶 标 二 抗 (1: 
2 000) ,37% 孵育 1 ~2 h。 洗 涤 后 加 入 底 物 显 色 剂 , 
室温 避 光 处 理 15 min。 每 孔 加 入 2 mol/L 的 浓 硫 
酸 ,终止 反应 ,最 后 在 酶 标 仪 上 ,以 492 nm 波长 检测 
OD 值 ,收集 并 分 析 数 据 。 
1.13 Western bolt 检验 抗体 特异 性 

以 1. 10 节 培 养 的 StCatL 重组 菌 体 10 mL 提取 
总 蛋白 ,同时 以 课题 组 正 开 展 的 印 栋 素 诱导 昆虫 细 
胞 自 噬 凋 亡 机 理 研 究 的 实验 样品 , 印 栋 素 诱导 48 h 
和 空白 对 照 ( 未 作 诱 导 处 理 ) 的 S@ 细胞 为 材料 ,分 
别提 取 总 蛋白 ,SDS-PAGE 胶 电 泳 ,再 将 和 蛋白 从 SDS- 
PAGE 胶 上 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,然后 用 封闭 液 
(PBST +5% 脱脂 奶粉 ) 封 闭 过 夜 , 再 与 所 制备 的 免 
抗 血清 室温 反应 1.5 h, 用 PBST 洗 膜 3 次 后 ,加 入 
辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 二 抗 (1: 500, v/v), 
室温 反应 1.5 h 后 洗 膜 3 次 ,最 后 将 硝酸 纤维 素 膜 
置 于 含有 二 氨基 联 葵 胺 (DAB ) 的 显 色 液 中 显 色 至 
条 带 清晰 , 将 膜 放 人 蒸馏 水 中 终止 显 色 反应 。 



































































































































2 结果 


2.1 草地 贪 夜 蛾 的 组 织 蛋 白 酶 L 基因 克隆 
本 研究 抽 提 SO 细胞 总 RNA , 凝 胶 电泳 检测 可 
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见 到 清晰 18S rRNA 带 型 (图 1: A) ,结果 表明 RNA 
抽 提 质量 较 好 ,未 发 生 明 显 降解 ; RT-PCR 获得 Sf9 
细胞 总 cDNA, 以 其 为 模板 , 利用 SexiCLP1 和 
SexiCLP2 引物 进行 扩 增 ,获得 1 000 bp 左右 的 片段 
序列 (图 1: B) ,序列 测定 ,并 用 NCBI 的 BLAST fe 
序 进行 序列 比 对 分 析 , 发 现 所 获 的 扩 增 片段 分 别 与 
甜菜 夜 蛾 CatL 基因 序列 一 致 性 高 达 909% ,表明 所 得 
即 为 草地 贪 夜 蛾 组 织 蛋 白 酶 L 基因 序列 ,并 将 其 命 
名 为 SfCaiL。 

为 了 获得 SfCatL 基因 ORF 全 长 序列 ,将 所 获 的 
PCR 产物 切 胶 回 收 克隆 到 pEASY-TI 克隆 载体 上 构 
建 SfCatL-pEASY-T1 重组 质粒 ,将 重组 质粒 转化 到 
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大 肠 杆菌 transl-Tl , 挑 取 阳 性 克隆 提取 质粒 进行 
PCR 鉴定 , 扩 增 出 1 000 bp 左右 条 带 ( 图 2: A) ,再 
对 所 提 质 粒 以 BamH T 和 Not T 进行 双 酶 切 鉴定 , 理 
论 上 酶 切 后 的 产物 由 两 部 分 构成 ,一 部 分 是 外 源 片 
段 , 男 一 部 分 约 为 4 kb 大 小 的 质粒 线性 片段 。 由 酶 
切 电泳 图 2(B) 可知, 质粒 双 酶 切 后 出 现 1000 bp 和 
4 kb 两 部 分 序列 片段 ,与 预测 的 结果 相 一 致 。 证 明 
为 含有 重组 质粒 的 真 阳性 克隆 。 把 阳性 克隆 菌 液 送 
测序 ,序列 比 对 分 析 表 明 与 上 述 扩 增 的 目的 片段 序 
列 一 致 , 即 得 到 SfCatL 基因 ORF 全 长 序列 
(GenBank 登录 号 : HQ110065 ) ,长 1 035 bp, 编码 
344 个 氨基 酸 。 
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图 1 SO 细胞 总 RNA(A) 和 SfCatL PCR 产物 (B) 


Fig. 1 


Total RNA (A) from Sf9 cells and PCR product of SfCatL gene (B) 


M: DNA Marker DL2000; 1; 总 RNA Total RNA; 2; ddH,0 为 模板 ddH4 O as the template; 3: SfCatL PCR 产物 PCR product of SfCatL. 
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图 2 SfCatL-pEASY-T1 
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Fig. 2 PCR (A) and restriction digestion (B) identification of the recombinant plasmid SfCatL-pEASY-TI 
M: DNA Marker DL2000; 1: ddH,0 作为 模板 ddH,O as the template; 2: 重组 质粒 作为 模板 SfCatL-pEASY-TI as the template; 3: 酶 切 产物 


Product of restriction digestion. 


2.2 SfCatL 氨基 酸 序列 同 源 性 分 析 

运用 DNAStar 和 ClustalX2 软件 对 StcatL 与 其 
他 物种 CatL 氮 基 酸 序列 进行 同 源 性 比 对 分 析 ,结果 
表明 包括 草地 贪 夜 蛾 在 内 的 14 个 物种 的 组 织 和 蛋白 
酶 L 的 氨基 酸 序列 共有 104 个 保守 和 氨基酸 残 基 位 
点 ,其 中 7 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 ( Cys, C) 位 点 , 进 
































一 步 说 明 作 为 半 胱 氨 酸 酶 类 的 组 织 蛋 白 酶 其 半 胱 氨 
酸 残 基 在 物种 进化 中 非常 保守 。14 个 物种 的 CatL 
中 保守 性 最 强 的 氨基 酸 残 基 为 甘氨酸 (Gly, G) ,有 
22 个 保守 位 点 ,其 次 为 酸性 氨基 酸 ( Asp, D) ,有 10 
个 保守 位 点 (图 3),Gly 也 是 本 研究 中 SfCatL 氨基 
酸 序列 含量 最 丰富 的 氨基 酸 残 基 。 遗 传 距 离 分 析 表 
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图 3 SfCatL 与 其 他 物种 CatL 和 蛋白 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 3 Amino acid sequence alignment of SfCatL with cathepsin L proteins from other species 

中 色 为 完全 保守 氨基 酸 残 基 Completely conservative amino acid residues are in black. 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and 
(ir GenBank accession numbers; S. f: EIL AIR Spodoptera frugiperda ( HQ110065) ; S. e; HEIR Spodoptera exigua (ABK90824.1) ; H. a; 棉 
AH Helicoverpa armigera ( XP021184888.1) ; B. m; ZÆ Bombyx mori ( NP001037464. 2) ; M. s; 烟草 天 蛾 Manduca sexta ( CAX16635. 1) ; N. v: 
晶 师 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ( XP008209259. 1) ; S. z: 玉米 象 Sitophilus zeamais ( BAA24444. 1) ; T. m; 黄粉 虫 Tenebrio molitor 
( AAP94046. 1) ; D. c; 麦 种 晶 Delia coarctata ( ACR56863. 1) ; D. m; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster ( AAB18345.1) ; S. a; 埃及 伊 蚊 Stegomyia 
aegypti ( XP. 001655999.2) ; A. g: 棉 蚜 Aphis gossypii ( CAD33266. 1) ; L. v: 南美 白 对 虾 Litopenaeus vannamei ( CAA68066. 1) ; C. c; 鲤鱼 Cyprinus 


carpio ( BAD08618. 1). 
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明 ,SfCatL 与 甜菜 夜 蛾 的 CatL 氨基 酸 序列 一 致 性 最 
高 , 达 96. 8% , 其 次 是 棉铃 虫 CatL (一 致 性 为 
89.7% ) ,与 棉 蚜 CatL 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 最 低 
(58.7% ) ;14 个 物种 中 与 鲤鱼 Cyprinus carpio CatL 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 低 (53.7% ) 。 系 统 进化 树 
将 14 个 物种 的 CatL 氨基 酸 序列 分 为 五 大 类 (图 
4) :第 1 类 主要 为 鳞 怒 目 昆 虫 的 CatL, 本 研究 中 的 
SfCatL 也 聚 到 这 类 ,与 同属 的 甜菜 夜 峨 CatL 氨基 酸 
序列 一 致 性 最 高 。 膜 翅 目 的 丽 晶 师 集 金 小 蜂 





最 近 , 不 同属 或 不 同 科 距 离 较 远 。 第 2 类 为 半 翅 目 
和 鞘翅 目 ; 第 3,4 和 5 类 分 别 为 棉 蚜 、 对 蚜 
Litopenaeus vannamei FAEH s 
2.3 SfCatL 三 维 结构 特征 

由 图 5 可 知 , SfCatL 三 维 结 构 共 有 Cys166- 
Cys208 等 3 个 二 硫 键 。SfcatL 三 维 结构 亲 玻 水 性 氮 
基 酸 分 析 表 明 ,SfCatL 折 县 成 紧密 而 稳定 的 元 宝 状 
结构 ,中间 呈现 一 个 止 槽 ,SfcCatL 亲 水 性 氨基 酸 主要 
包 被 在 蛋白 的 表面 (如 图 5 固体 状 表 面 ) ,而 玻 水 性 





























Nasonia vitripennis ERA 1 类 。 鳞 翅 目 各 昆虫 间 
CatL 相对 距离 根据 科 属 的 不 同 差 异 较 大 ,同属 距离 
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氨基 酸 主 要 分 布 在 蛋白 三 维 结构 的 内 部 (白色 网 状 
表面 ) JE T WUKTERA S 
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核 苷 酸 置 换 Nudeotide substitution (100) 


图 4 基于 氨基 酸 序列 构建 的 14 个 物种 的 CaL 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 


Fig. 4 Phylogenetic tree constructed based on the amino acid sequences of cathepsin L proteins 





of 14 species ( Neighbor-Joining method ) 





图 5 StcatL 三 维 结构 模型 (A) ARK ES AERA (B) 
Fig. 5  Three-dimensional model ( A) and the hydrophobic/hydrophilic model ( B) of SfCatL 


2.4 SfCatL 编码 区 内 含 子 分 析 及 其 成 熟 肽 序列 的 
PCR 扩 增 

以 基因 组 DNA. 为 模板 ,分 别 利 用 SCLPI 和 
SCLP2 引物 进行 PCR 扩 增 。 扩 增产 物 在 1 000 bp 
左右 有 条 带 (图 6: A) ,与 基因 克隆 过 程 的 PCR 产 
物 电泳 检测 结果 一 致 ,而 且 将 PCR. 产物 送 测 序 , 序 


列 比 对 分 析 表 明 扩 增产 物 序列 与 对 应 的 SfCatL ORF 
序列 一 致 ,表明 SfCatL 编码 区 没有 内 含 子 。 为 了 构 
建 原核 表达 载体 ,以 SO 细胞 总 RNA 反 转 所 获得 
cDNA 为 模板 ,SCL-S 和 SCL-A 为 引物 , 扩 增 SfCatL 
编码 区 成 熟 肽 序列 片段 ,PCR 产物 与 SfCatL 大 小 相 
符合 (图 6: B) ,表明 获得 了 成 熟 肽 序列 片段 。 
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图 6  SfCatL 编码 区 内 含 子 分 析 (A) 及 其 成 熟 肽 序列 PCR 935 (B) 
Fig. 6 Intron analysis in coding region ( A) and PCR amplification of mature peptide sequence (B) of SfCatL 
M: DNA Marker DL2000; 1: 基因 组 DNA 为 模板 Genomic DNA as the template; 2: ddH; 0 为 模板 ddH, O as the template; 3: SfCatL 编码 区 的 PCR. 
扩 增 产物 PCR product of the coding region of SfCatL. 




















2.5 原核 表达 载体 的 构建 和 克隆 鉴定 kb 两 部 分 序列 片段 (7: B) ,与 预测 的 结果 相 一 致 。 

扩 增 获得 SfCatL 成 熟 肽 核酸 序列 ,构建 pET- 将 PCR 和 酶 切 鉴定 正确 的 SfCatL 转化 子 进行 核酸 
28a( + )-SfCatL, £& PCR 检测 获得 1 000 bp 左右 的 ”测序 和 分 析 , 结 果 表 明 SfCatL 编码 区 成 熟 肽 序列 片 
条 带 (7: A) ,与 理论 大 小 基本 相符 合 。 挑 选 的 PET- BW 987 bp ,结果 与 克隆 所 得 的 核酸 序列 相 吻 合 
28a( + )-SfCatL e 性 转化 子 经 质粒 小 提 后 分 别 用 ”核酸 序列 翻译 结果 显示 ,SfCatL 成 熟 肽 含有 327 个 
Sal | fl Nde [进行 双 酶 切 鉴定 ,出 现 1 000 bp 和 5 氨基酸, 分 子 量 为 36.8 kD ,等 电 点 为 6.69。 




















M 3 





图 7  pET28a( + )-SfCatL 重组 质粒 PCR (A) 和 双 酶 切 鉴定 (B) 
Fig. 7 PCR identification ( A) and restriction enzyme digestion (B) of the recombinant plasmid pET-28a( + ) -SfCatL 
M; DNA Marker DI2000; 1; 重组 质粒 作为 模板 pET-28a( + ) -S/CatL as the template; 2; pET-28a(  ) 作为 模板 pET-28a( + ) as the template; 3 : 
酶 切 产物 Product of restriction digestion; a; 载体 片段 Vector fragment; b: 目的 片段 Target fragment. 








2.6 SfCatL 基因 在 大 肠 杆菌 中 的 诱导 表达 2.8 抗原 的 制备 
重组 菌株 经 0. 6 mmol/L IPTG 28% 诱 导 培 养 表 抗原 制备 过 程 中 收集 菌 体 采 用 超声 波 破碎 法 将 








达 后 ,总 蛋白 样品 中 出 现 40 kD 左右 的 蛋白 条 带 (图 。 细胞 匀 浆 ,得 到 的 菌 体 总 蛋白 进行 SDS-PAGE 电泳 ， 
8) ,大 小 与 预测 相符 ,而 对 照 的 样品 中 未 出 现 类 似 ” 切 胶 获取 目标 条 人 带 , 采 用 电 洗 脱 法 ,在 电场 作用 下 ， 
条 带 ,表明 IPTG 也 能 够 有 效 诱 导 StcatL 重组 蛋白 ”将 带 负电 的 目标 蛋白 从 凝 胶 中 纯化 出 来 ,纯化 产物 
在 大 肠 杆菌 内 表达 。 的 电泳 结果 显示 SfCatL 蛋白 在 40 kD 左右 (图 10) , 
2.7 SfCatL 原核 表达 蛋白 的 可 溶性 分 析 回收 效率 较 好 ,2 L LB 培养 的 重组 菌 ,收集 到 包涵 
蛋白 质 可 溶性 分 析 表 明 ( 图 9),SfCatL( 约 37 ” 体 , 纯 化 回收 得 到 的 StcatL 蛋白 约 为 3 mg, 能 够 满 
kD ) 蛋白 在 上 清 没有 目标 蛋白 带 , 而 沉淀 中 有 明显 。 是 用 于 动物 免疫 所 需 的 抗原 。 

目标 蛋白 带 ,说 明 SfCatL 在 大 肠 杆 菌 表达 系统 中 主 2.9 抗 血 清 制备 与 特异 性 鉴定 

要 以 不 可 游 的 包涵 体形 式 存在 ,0. 2 mmol/L IPTG 制备 的 抗 血 清 采用 间接 酶 联 免疫 吸附 法 包 被 相 
诱导 产生 的 靶 和 蛋白 显著 多 于 0.6 mmol/L IPTG 诱导 应 的 抗原 ,测定 抗原 的 包 被 浓度 与 血清 的 效 价 ,测定 
产生 的 和 蛋白。 值 如 表 1 所 示 ,固定 SfCatL 抗 血清 稀释 比 , 随 着 包 
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Fig. 8 Identification of expression of the recombinant 
SfCatL protein 

M: 蛋白质 分 子 量 标准 (97 - 14 kD) Protein molecular weight 
marker (97 -14 kD); 1: 空 质粒 pPET-28a( +) ÆA Protein of pET- 
28a (CK); 2: 未 诱导 pET-28a( + ) -SfCatL 总 蛋白 Total protein of 
pET-28a( + ) -SfCatL non-induced by IPTG; 3: 0. 6 mmol/L IPTG 诱 
54 h 的 pET28a ( + )-SfCatL 总 蛋白 Total protein of pET-28a 
( + ) -SfCaiL induced by 0.6 mmol/L IPTG for 4 h. 


kD M 1 
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4 5 6 pi 





图 9 SfCatL 蛋白 可 溶性 分 析 
Fig. 9 Analysis of dissolubility of SfCatL protein 

M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 空 质 
粒 pET-28a( + ) 蛋白 Protein of pET-28a( +) (CK); 2: 未 诱导 
pET-28a( + )-SfCatL 表达 可 溶性 蛋白 Soluble protein of pET-28a 
( + ) -SfCatL non-induced by IPTG; 3: 0.2 mmol/L IPTG 诱导 4 h 
的 pET-28a( + )-SfCatL 可 溶性 蛋白 Soluble protein of pET-28a 
( + )-SfCatL induced by 0. 2 mmol/L IPTG for 4 h; 4: 0.6 mmol/L 
IPTG 诱导 诱导 4 h 的 pET28a( + ) -S/CatL 可 溶性 蛋白 Soluble 
protein of pET-28a( + ) -SfCatL induced by 0.6 mmol/L IPTG for 4 
h; 5: 未 诱导 pET-28a( + ) -SfCatL 表达 不 可 溶性 蛋白 Insoluble 
protein of pET-28a ( + )-SfCatL non-induced by IPTG; 6: 0.2 
mmol/L IPTG 诱导 4 h 的 pET28a ( + )-SfCatL 不 可 溶性 蛋白 
Insoluble protein of pET-28a ( + ) -SfCatL induced by 0. 2 mmol/L 
IPTG for 4 h; 7: 0. 6 mmol/L IPTG 诱导 诱导 4 h 的 pET28a 
(+ )-SfCatL 不 可 溶性 蛋白 Insoluble protein of pET-28a (  )- 
SfCatL induced by 0.6 mmol/L IPTG for 4 h. 














被 SfCatL 抗原 的 浓度 越 低 (稀释 度 从 1: 250 ~ 1: 
1 000) ,测定 的 吸光 值 逐 渐 增 加 ; SfCatL 抗 血清 做 
40 000 们 稀释 后 ,吸光度 大 于 0.1, 说 明 SfCatL 抗 血 
清 具 有 很 高 的 效 价 。 为 了 鉴定 所 制备 SfCatL 抗 血 
清 的 特异 性 ,以 Western blot 法 检测 抗 血清 对 大 肠 杆 








图 10 纯化 SfCatL 蛋白 的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 10 SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 
protein of SfCatL 


菌 pET28 表达 的 重组 StCatL 蛋白 的 识别 ,结果 显示 
(图 11: A): 重组 菌 体 总 蛋白 样品 中 ,出 现 40 kD 左 
右 的 唯一 条 带 , 与 His 和 SfCatL 形成 的 融合 蛋白 基 
本 一 致 。 继 而 本 研究 以 课题 组 正 开 展 的 印 栋 素 诱导 
昆虫 细胞 自 史 凋 亡 机 理 研 究 的 样品 为 材料 , 取 印 栋 
素 诱导 48 h 处 理 组 和 空白 实验 组 (对 照 )Sf9 细胞 分 
别提 取 总 蛋白 ,以 所 制备 的 免 抗 StcatL 血清 ,运用 
Western blot 技术 分 析 样 品 中 SfCatLl 蛋白 的 表达 情 
况 。 结果 ( 图 11: B) 显 示 ,48 h 和 对 照 的 SO 细胞 
总 蛋白 经 过 免 抗 SfCatL 血清 和 羔 根 过 氧化 物 酶 标 
记 的 山羊 抗 兔 IgG 孵育 显 色 后 ,在 理论 大 小 (37 
KD) 处 出 现 唯一 且 清 晰 的 条 人 带 , 而 且 随 着 印 栋 素 诱 
导 时 间 的 增加 SO 细胞 SfCatL 蛋白 呈 增 加 趋势 , 符 
合 预测 结果 ,综合 表明 制备 的 抗体 既 能 识别 大 肠 杆 
菌 重组 表达 的 SfCatL 融合 蛋白 ,同时 也 能 特异 性 识 
别 天 然 草 地 贪 夜 蛾 SCL 蛋白 , 故 所 制备 的 抗 血清 可 
用 于 草地 贪 夜 蛾 SfCatL 基因 功能 的 相关 研究 。 
表 1 间接 ELISA 检测 SfCatL 抗体 效 价 
Table 1 Detection of the antibody titer of SfCatL 
using indirect ELISA method 
抗 血清 稀释 梯度 


Dilution 

















OD» ffi 0Daos value 





gradient of 





anGsennn 1:250* 1:500* 1:1000* 

1: 1000 0.224 x0.003 0.266 x0.003 0.331 €0.029 
1:10 000 0.538 x0.029 0.547 x0.005 0.594 +0.018 
1:20 000 0.587 x0.021 0.622 x0.033 0.64 x0.016 
1:40 000 0.201 x0.011 0.199 x0.073 0.304 +0.008 
1:80 000 0.052 0.054 0.047 x0.017 0.087 + 上 0.001 
1:160 000 0.02 +0.002 -0.001 «0.008 0.009 «0.005 
1:320 000 0 -0.017 x0.005 -0.018 +0. 001 


* SfCatL 稀释 比 Dilution ratio of SfCatL. 
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图 11 Western blot 检测 抗 血清 对 重组 蛋白 SfCatL( A) 和 SO 细胞 SfCatL 蛋白 (B) 的 特异 性 
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Fig. 11 Specificity identification of the antiserum against SfCatL recombinant protein ( A) 
and SfCatL protein from Sf9 cells (B) by Western blotting 
M: 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 大 肠 杆 菌 表达 SfCatL 重组 蛋白 Recombinant protein SfCatL expressed in Escherichia coli; 











2i: 空白 对 照 Blank control; 3; 印 栋 素 诱导 SO 细胞 48 h 的 SfCatL 蛋白 SfCatL expressed in Sf9 cells after induction by azadirachtin for 48 h. 


3 讨论 


CaiL 基因 在 物种 内 和 物种 间 的 保守 性 都 非常 
强 , 其 在 棉铃 虫 、 烟 夜 蛾 和 甜菜 夜 蛾 3 种 夜 峨 科 昆 虫 
中 同 源 性 达 90% 以 上 。 有 研究 根据 棉铃 虫 
Cathepsin B 基因 ORF 序列 两 端 直接 设计 引物 能 
克隆 出 同属 的 烟 夜饭 Cathepsin B 基因 ORF 序列 
( 赵 艳 艳 等 , 2008 ) 。 本 研究 中 的 SO 细胞 是 从 草地 
贪 夜 峨 卵巢 中 分 离 获得 的 细胞 系 ,而 甜菜 夜 蛾 与 草 
地 贪 夜 蛾 同属 灰 怒 夜 蛾 属 ,所 以 甜菜 夜 蛾 与 草地 贪 
AIR CatL 基因 的 同 源 性 更 高 ,利用 甜菜 夜 蛾 的 CatL 
基因 ORF 序列 两 端 设计 引物 很 可 能 直接 克隆 出 草 
地 贪 夜 峨 的 CatL 基因 ORF 序列 。 本 研究 证 明 这 种 
通过 生物 信息 学 知识 查找 高 同 源 性 昆虫 物种 基因 序 
列 来 设计 引物 直接 克隆 目标 昆虫 的 对 应 基因 的 方法 
有 很 大 的 可 行 性 。 这 种 方法 与 传统 的 运用 3 和 5 
RACE 法 分 段 获 得 目的 基因 cDNA 序列 的 方法 相 
比 ,更 节省 实验 成 本 和 时 间 。 

纯化 原核 表达 蛋白 是 成 功 制备 抗 血 清 的 关键 环 
节 之 一 ,是 当前 高 效 纯化 原核 表达 可 溶性 His 标签 























包涵 体 的 存在 虽然 不 影响 蛋白 用 于 制备 特异 性 抗 血 
清 ,但 给 蛋白 纯化 增加 了 不 同 程度 的 复杂 性 ,研究 者 
需要 通过 变性 、 复 性 等 方法 处 理 包涵 体 ,获得 可 溶性 
融合 蛋白 ,再 用 凝血 酶 裂解 融合 蛋白 ,经 SDS- 聚 两 
烯 酰胺 凝 胶 电 泳 或 Ni” 柱 (Ni-NTA ) 层 析 分 离 才 能 
得 到 目的 蛋白 (Zhao et al.,1998; 苏 晶 晶 等 , 2015) 。 
本 研究 SfCatL 基因 在 大 肠 杆菌 中 能 够 大 量 表达 ,和 蛋 
白 可 溶性 分 析 表 明 SfCatL 融合 蛋白 同样 以 不 溶性 
包涵 体形 式 存在 为 主 。 为 了 制备 高 纯度 的 免疫 抗原 
SfCatL, 本 研究 采用 了 SDS-PAGE 结合 透析 袋 电 洗 
脱 法 纯化 方案 ,首先 运用 SDS-PAGE 电泳 对 原核 表 
达 产 物 进行 包涵 体 初步 分 离 纯化 ,把 目的 蛋白 与 大 
部 分 杂 和 蛋白 分 离 , 切 胶 回收 目的 蛋白 ,进而 采用 透析 
袋 电 洗 脱 法 对 目的 蛋白 进一步 除 杂 ,纯化 得 到 适用 
于 动物 免疫 的 高 纯度 和 蛋白。 该 方法 操作 简单 方便 、 
耗费 少 经 济 实用 ,被 广泛 用 于 包涵 体 目的 蛋白 的 纯 
化 ( 黄 轶 等 , 2003 ) 。 

制备 昆虫 组 织 蛋 白 酶 特异 性 抗体 ,有 助 于 研究 
该 酶 在 昆虫 体内 的 合成 部 位 、 组 织 分 布 及 其 时 空 
达 情 况 ,深入 研究 该 酶 的 作用 功能 。 研究 者 利用 
DEAE- 纤 维 素 和 DEAE-Toyopearl 离子 交换 层 析 法 直 















































融合 蛋白 的 常用 Ni 柱 纯化 方法 ,该 方法 容易 得 到 高 
纯度 蛋 日 ,操作 简便 ,然而 原核 表达 蛋白 经 常 存 在 包 
涵 体 ， 即 表达 产物 蛋白 质 分 子 不 能 正确 折 和 县 而 相互 
凝集 形成 不 溶性 的 多 肽 聚集 微粒 一 包涵 体 ( 杨 亚 东 
等 , 1994) 。 包 涵 体 中 的 蛋白 必须 经 过 变性 使 其 成 
为 可 溶 物 ,再 经 过 重 折 著 复 性 处 理 方 可 部 分 恢复 生 
物 活性 ( 张 底 民 和 祁 自 柏 ，1995 ) ,因此 ,原核 表达 中 


接 从 棉铃 虫 中 纯化 Cathepsin B 作为 动物 免疫 抗原 ， 
制备 该 酶 的 抗 血清 ,尽管 由 于 免疫 原 纯度 有 限 ,难以 
得 到 高 特异 性 抗体 ,但 基本 能 用 于 分 析 该 酶 在 虫 体 
组 织 的 分 布 及 合成 部 位 ( 徐 夏 莲 等 , 2001) ,为 了 获 
得 其 高 特异 性 的 抗体 ,通过 构建 Cathepsin B 原核 表 
达 载 体 在 大 肠 杆 菌 中 高 表达 该 酶 ,然后 纯化 免疫 抗 
原 制 备 抗 血 清 , 所 得 抗 血 清 不 仅 可 以 识别 重组 表达 
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EAR e va Cathepsin B ,而 且 可 以 识别 棉铃 虫 卵巢 勾 
浆液 中 的 棉铃 虫 Cathepsin B( 安 晓 萌 等 , 2004) 。 杨 
晓 梅 等 (2004) 进一步 制备 了 该 酶 的 单 克隆 抗体 , 这 
些 抗体 制备 研究 有 力 推动 了 Cathepsin B 在 棉铃 虫 
个 体 发 育 过 程 的 功能 研究 ,如 胚胎 发 育 和 变态 发 育 
AF C E EAE, 2005), Jj in in S (2015 ) 也 通过 研 
ZKA Cathepsin 0 基因 原核 表达 特征 ,制备 该 酶 的 
高 效 价 多 克隆 抗体 并 以 免疫 印迹 检测 证 实 该 抗体 能 
识别 家 看 重组 表达 的 Cathepsin 0。 本 研究 成 功 制 
备 了 草地 贪 夜 蛾 SfCatL 特异 性 抗 血清 并 以 免疫 印 
迹 检测 证 实 该 抗体 能 特异 性 识别 草地 贪 夜 峨 细胞 
SfCatL ,结果 将 有 助 于 系统 而 深入 研究 该 酶 在 昆虫 
生长 发 育 、. 代 谢 及 农药 杀 虫 机 理 中 的 作用 功能 。 
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